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(g) Derives de 2 f 6-dimethyl-4-(4 , -hydroxy-3 , f 5 , -di-t-butylph6nyl)-1 ,4-dihydropyridine, leur procede de 
preparation et leur utilisation comme capteurs de radicaux libres. 



^invention conceme des derives de 2,6-dimethyl-4-(4'-hydroxy-3',5'-di-t-buty1phenyl)-1 ,4-dihydropy- 
ridine de formule (I) : 




R 2 00C 



(I) 



CD 

CNI 



ou: 

— R, est un radical Ci-Cs alcoyie lineaire, ramifie ou cyclique, substitue ou non substitue ; 

— R 2 est un atome d'hydrogene ou un radical C^-C & alcoyie lineaire ou ramrfi6, non substitue ou 
substitue, 

feurs isomeres et leurs sels pharmaceutiquement acceptables d'addition avec des acides mineraux ou 
organiques, leur precede de preparation et leur utilisation comme capteurs de radicaux libres. 
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^invention concerns de nouveaux derives de 2,6-dimethyI-4-{4'-riydroxy-3', 5'^i-t4)utylphenylM,4^ihy- 
dropyridine de formule (I) : 



OH 




ou: 

- Ri est un radical (VCs-alcoyle lineaire, ramifie ou cyclique, non substitue ou substitue te! que methyie, 
ethyle, propyte, isopropyle, cyclopropyle, butyle, isobutyfe ou methoxyethyle, 

- R 2 est un atome hydrogene ou un radical C^Cs-alcoyle lineaire ou ramifie, tel que methyie, ethyle, pro- 
pyle, isopropyle, butyle, isobutyle, non substitue ou substitue par un ou plusieurs radicaux hydroxyle, phe- 
nyie, amino, amino substitue ou dioxolanyle, de m§me que leurs isomeres et leurs sels d'addition avec 
des acides mineraux ou organiques pharmaceutiquement acceptables. 

Les composes de I'invention sont chimiquement apparentes aux derives de 1 ,4-dihydropyridine connus 
pour leur activite antagoniste du caicium. Toutefois, au contraire de ces demiers composes, ils n'ont qu'une 
faible activite comme bloquants des canaux calciques, mais se sont reveles etre de puissants capteurs de radi- 
caux libres. 

Lors de I'etude de nouvelles dihydropyridines actives comme bloquants des canaux calciques, Tun des 
auteurs de la presente invention a observe que le derive de 1,4-dihydropyridine de la Fig. 1 : 



OH 




figure 1 

qui porte un radical hydroxyle a la position 4' du radical phenyle est pratiquement exempt d'activite de blocage 
des canaux calciques (voir brevet espagnol n°531.033), mais manifesto une interessante activite comme cap- 
teur de radicaux libres. Cette propri6t6 s'explique par le fait que ce compose est a m§me de capter Telectron 
non apparie des radicaux libres derives de Toxygene en devenant lui-mfime un radical libre. Neanmoins, du 
fait que I'electron non appari6 peut §tre delocalise dans toute la molecule, ce qui donne naissance a plusieurs 
structures de resonance, comme le montre la Fig. 2, le radical libre correspondant est tres stable et ne reagit 
pas avec d'autres molecules, ce qui arrete la reaction en chaine. 
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figure 2 

La remplacement des radicaux methoxy en 3' et 5' dans le compose de la Fig.1 par des radicaux t-butyle 
augmente encore I'activite, peut-etre parce que leur effet sterique favorise davantage la deiocalisation, dans 
toute la structure, de Telectron non apparie que la reaction avec d'autres molecules de structure de resonance 
centree sur l'oxyg6ne. 

La presente invention concerne done aussl I'utilisatfon des composes de formule (I) comme capteurs de 
radicaux libres, plus specialement dans Implication a la prevention des lesions induites par la formation de 
radicaux libres derives de I'oxygene dans certains etats pathologiques tels que I'infarctus du myocarde, I'atta- 
que et d'autres etats ischemiques, en particulierlorsque une ischemie aigue est suivie d'une reperfusion. 

En fait, les lesions organiques dues a I'ischemie sont la cause fondamentale de mortality et de morbidite 
resultant d'une affection vasculaire. Du fait que les manifestations de la lesion sont observes apres une cer- 
taine duree d'ischemie, il est habituel de qualifier ce processus lesionnel d'ischemique. Neanmoins, bien que 
cette terminologie puisse convenir pour des organes soumis a de longues durees d'ischemie chronique, la plu- 
part des etats cliniques d'ischemie aigue sont suivis de la reperfusion ou bien de la mort de I'organe et/ou de 
I'organisme. Par consequent, les organes qui survivent a une periode d'ischemie aigue auront 6t6 soumis tant 
a une periode d'ischemie qu'a une periode de reperfusion. D6s lors, il est plus approprie d'appeler le processus 
complet : D isch6mie-reperfusion" et de traiter chaque composante comme une entite distincte. Cette distinction 
doit etre faite en raison de nombreux indices recents montrant que, souvent, une composante essentielle de 
la lesion ne se manifesto pas pendant la periode d'ischemie et, par consequent, n'est pas due a I'ischemie 
proprement dite. Une partie importante des lesions n'ont pas lieu pendant I'ischemie, mais plut6t, pendant la 
reperfusion. Des etudes sur le m6canisme fondamental de la lesion par reperfusion suggerent qu'il est eton- 
namment semblable dans beaucoup d'organes et que la comprehension du m6canisme et sa mattrise 
pourraient bien constituer la base de progres majeure en therapeutique. 

Les mediateurs les mieux connus de la lesion par reperfusion sont les metabolites toxiques de l'oxyg6ne 
moieculaire (0£ qui represented des etats intermediates de sa reduction eiectrochimique en eau. Ces inter- 
mediates, qui sont I'anion superoxyde (Oj"), le peroxyde d'hydrog6ne (H 2 OJ et le radical hydroxyle (OH") sont 
tres instables et done tr6s reactifs. Par exemple, le superoxyde et I'hydroxyle sont des radicaux libres ou mole- 
cules contenant un electron non apparie dans I'orbitale exterieure. Du fait que cette configuration eiectronique 
est tr&s instable, de telles especes tendent a r6agir rapidement avec d'autres molecules en donnant ou accep- 
tant des electrons pour stabiliser leur propre configuration. Ces reactions peuvent mener a dus alterations pro- 
fbndes de la configuration de molecules adjacentes, comme la peroxydation des lipides de la membrane 
cellulaire conduisant a la rupture de ces cellules. Les radicaux libres peuvent aussi d6naturer les enzymes et 
I'acide hyaluronique (membranes de base) et produire des alterations seiectives (mutagenes) ou massives 
(letales) des acides nucieiques. Beaucoup de ces reactions non seulement produisent une perturbation directe 
dans les molecules adjacentes, mais de plus, en donnant I'eiectron non apparie supplemental a ces mole- 
cules, engendrent des especes radicalaires secondares qui sont elles-mfimes capables de propager le pro- 
cessus de degradation. Par consequent, un radical libre unique peut amorcer une reaction en chaTne 
conduisant a une lesion tissulaire relativement massive. 

Dans les conditions normales, I'oxygene moieculaire est r6duit par le systems cytochrome dans fa mito- 
chondrie et du fait que ce processus n'implique pas d'intermediaires avec des electrons non apparies dans la 
couche exterieure, des especes radicalaires libres ne se forment pas. N6anmoins, m§me dans les conditions 
normales, une proportion faible (de I'ordre de 1 a 5%) de Poxygdne r6duit en eau d I'int6rieur de la cellule subit 
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la reduction par un trajet univalent avec production de faibles quantites d'intermediaires radicalaires libres toxi- 
ques. Pour lutter contra les dangers reels construes par ces especes. les cellules a6robies ont developpe des 
mecanismes de regulation qui reagissent avec les radicaux libres et mettent fin a leur reaction un chaTne. Des 
exemples de capteurs de radicaux libres sont la superoxyde dismutase, qui est une enzyme hautement spe- 
crfique qui catalyse la dismutation du radical superoxyde en peroxyde d'hydrogene, et les catalases et peroxy- 
dases qui catalysent la reduction du peroxyde en eau, en court<ircuitant la formation intermediate du radical 
hydroxyle. D'autres mecanismes de defense endogenes font intervenir le glutathion reduit et les chelateurs de 
metaux, comme la transferrine, Themoglobine et la myoglobine. D'autres agents, comme I'a-tocopherol, sont 
connus comme etant des capteurs de radicaux libres. Bien que ces agents soient naturellement presents et 
limitent la production des radicaux libres dans les conditions normales, dans certains cas, leur administration 
exogene peut etre utile pour permettre a la cellule de maTtriser les taux anormaux de production de radicaux 
libres resultant d'un processus pathologique. 

Au cours des quelques demieres ann6es, beaucoup d'attention a et6 consacree au developpement de nou- 
velles entites chimiquement une activite pour capter les radicaux libres pour eviter les lesions tissulaires et 
organiques succedant a des episodes ischemiques dans le coeur, le cerveau, les reins etc. Des enzymes natu- 
relles telles que la superoxyde dismutase et la catalase ont 6t6 produces suhvant la technologie de I'ADN recorrv 
bind et certains composes chimiques, comme les 21-aminosteroTdes, les derives du tocopherol, la ferritine, 
outre certains flavonoides et antioxydants naturels et synthetiques ont ete annonces comme etant pharmacx> 
logiquement utiles dans la prevention des lesions induites par les radicaux libres lore de la reperfusion. 

Les composes de la presente invention qui sont sans parents chimique avec ces capteurs de radicaux 
libres connus, ont manifesto de facon 6tonnante une puissante activite dans ce domaine: 

La presente invention concerne aussi un proc6de de preparation des composes deformule (I), qui consiste 
a faire reagir le 3,5-di-t-butyl 4-hydroxybenzaId6hyde avec un ester d'acide ac6toac6tique de formule (II) : 

HsC-CO-CHa-COOR! (II) 

puis a faire r6agir Tester d'acide a-ac6tyl- p-(3.5-dkt-butyl-4-hydroxy)phenyIacrylique resultant de formule (III): 



OH 




(HI) 



avec un ester d'acide 3-aminocrotonique de formule (IV): 



H 2 N-C=CH-C00R 2 (IV) 

Les esters d'acide ac£toacetique de formule (II) sont obtenus par reaction du dicetene avec I'alcool appro- 
prie. 

La presente invention a aussi pour objet les compositions pharmaceutiquement acceptables de composes 
de formule (I) qui peuvent §tre administrees par voie orale, rectale, nasale, sublinguale ou par injection. Ces 
compositions pharmaceutiques sont des melanges des constituants actrfs, facultativement sous la forme d'un 
sel pharmaceutiquement acceptable, en association avec un excipient pharmaceutiquement acceptable qui 
peut etre un diluant solide, semi-solide ou liquide ou une capsule a ing6rer, et une telle composition constitue 
egalement un objet de I'invention. 

Les composes de formule (I) peuvent aussi 6tre appliques topiquement pour emp§cher ou traiter les lesions 
dermatologiques produites par une irradiation, des agents chimiques et d'autres situations permettant la for- 
mation de radicaux libres. 

Habituellement, les substances actives ferment entre 0, 1 % et 99% du poids de la composition, par exemple 
0,5% a 10% pour les compositions destin6es a I'injection, entre 10% et 80% pour les compositions destin6es 
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a I'usage oral et entre 5% et 90% pour les compositions destinees a I'usage topique. 

Pour produire les compositions pharmaceutiques contenant un compose de I'invention sous la forme de 
doses unitaires a usage oral, le compose actif peut etre melange avec un excipient pulverulent solide, par exem- 
ple du lactose, du saccharose, du sorbitol, etc., un amidon tel que I'amidon de maTs, I'amylopectine, la gelose. - 

5 etc., un derive cellulosique, de la polyvinylpyrrolidone ou de la gelatine, et peut aussi etre additionne de lubri^ 
fiants comme le stearate de magnesium, le carbowax ou d'autres cires de polyethyleneglycol et presse en 
comprimes ou noyaux de pilules. 

Dans le cas des pilules, les noyaux peuvent Stre enrobes, par exemple de solutions concentrees de sucre 
qui peuvent contenir de la gomme arabique, du taJc ou du dioxyde de titane, ou bien d'un agent filmogene en 

10 solution dans un solvant organique volatfl. Des colorants peuvent 6tre ajoutes a ces revetements, par exemple 
pour faire la distinction entre differentes substances actives. Pour la preparation des capsules de gelatine molle, 
la substance active peut etre dissoute dans une huile appropriee, comme I'huile d'olhve, I'huile de sesame ou 
I'hufle d'arachide. Les capsules de gelatine dure peuvent contenir des granules de substance active avec des 
excipients pulverulents solides tels que le lactose, la saccharose, les amidons, les derives cellulosiques, la 

15 polyvinylpyrrolidone ou la gelatine, et peuvent aussi contenir du stearate de magnesium ou de facide st6arique 
a titre de lubrifiants. 

Les composes de Invention peuvent aussi etre presentes sous des formes a liberation progressive ou a 
action prolongee, en utflisant des excipients appropries. Differents precedes sont applicables a ia regulation 
de la disponibilite, par exemple microgranules ou particules enrobes, medicaments inseres dans une matrice 

20 ou formes faiblement solubles. 

Les preparations liquides pour radministration par voie orale peuvent avoir la forme d'elixirs, de sirops ou 
de suspensions, par exemple de solutions contenant environ 0,1% a 10% en poids de substance active, du 
sucre et un melange d'alcool, d'eau et de glycerol, du propyleneglycol et eventuellement des aromatisants, de 
la saccharine et/ou de la carboxymethylcellulose ou de la pectine comme agents dispersants. 

25 Pour radministration par voie parenterale, certains des composes de I'invention propres a former des sels 

avec des acides comme I'acide chlorhydrique, I'acide phosphorique, I'acide tartrique ou d'autres acides orga- 
niques ou mineraux peuvent etre presentes sous forme de solutions aqueuses du principe actif conforme a 
I'invention, de preference a des concentrations de 0,1 a 0,5%, contenant eventuellement un agent stabilisant 
et/ou tampon. Des doses unitaires de la solution peuvent 6tre avantageusement conditionnees dans des 

30 ampoules ou fioles. Pour Implication topique en dermatologie, les composes de I'invention peuvent Stre pre- 
sentes en solution alcoolique ou non alcoolique, dans des solutions, emulsions ou sprays, ou etre incorpores 
a des formes cosmetiquement acceptables comme des cremes, shampooings, gels, cremes solaires, etc. 

La dose a laquelle les constituants actife sont administres peut varier dans un certain intervalle et depend 
de differents facteurs, par exemple, les besoins individueis du patienL Les doses appropriees s'echelonnent 

35 de 10 a 500mg a donner 1 a 3 fois par jour. Les doses appropriees pour radministration parenterale s'eche- 
lonnent de 5 a 250mg. Dans ie cas de I'application topique, deux ou trois applications de compositions conte- 
nant jusqu'a 10% des composes de I'invention peuvent etre necessaires pour proteger fa peau contre les 
lesions par les radicaux iibres. 

La preparation des composes conformes a I'invention est illustree par les exemples suivants. 

40 

EXEMPLE 1.- 

Preparation du 2,6-dimefoyi-4-(4'-hydroxy-3' t S'-di-t-butylphenylM^ihydropyrid ine-S^icarboxviate de 
methyle etd'ethyle 

45 

a) a -Acetyl-p^4-hydroxy-3,5-di-t-butylph6nyt) acrylate d'ethyle. 

On introduit 7,03g (30 mfllimoles) de 3,5-di-t-butyl-4-hydroxybenzaIdehyde et 3,90g (30 millimoles) d'ace- 

to-acetate d'ethyle dans 15 ml de benzene sec dans un ballon a fond rond contenant du benzene sec et rao 
50 corde a un separateur de Dean & Stark. On chauffe le melange jusqu'a ce que la temperature atteigne 80°C, 

puis on y ajoute 0,24 ml de piperidine et 0,375 ml d'acide acetique glacial. 

On chauffe la solution resultante au reflux jusqu'a ce qu'fl ne se separe plus d'eau dans le piege de Dean 

& Stank (2 heures). Apres refroidissememt on dilue le melange avec 70 ml d'ether, on separe I'aldehyde 

inchange par filtration et on lave le filtrat avec 2 x 25 ml d'acide chlorhydrique a 5%, avec 2 x 25 ml de bicar- 
55 bonate de sodium a 5% et enfin avec 25 ml d'eau. On decante la couche organique, on la seche sur du sulfate 

de magnesium anhydre et on I'evapore sous vide. On cristallise I'hufle resultante dans de l'6ther de p6trole. 

On recristallise I'acrylate dans I'isopropanol. 

Rendement : 8 g (76%) d'un solide cristallin blanc 
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P.F. = 101 - 103°C 
IR (KBr) : 

3575 cnr 1 (-OH); 1727 cnr 1 (C=0); 1670 cnr 1 (C=0 du radical ceto); 

1649 cnr 1 (C=C) 

RMN (CI 3 CD) (8 en ppm) : 

7,7-7,1 (M, 3H, 2CH aromatique + 1CH cycle DHP) 
5 f 2(S.1H f -OH) 

4,4-4 (double Q, 2H, -CH 2 du radical ethyle) 

2,3 (S, 3H, -CO-CH3) 

1,15 (S, 18H, t-butyle) 

1,15-0,9 (T, 3H, CH 3 du radical ethyle) 

RMN (CI3CD + THF) (8 en ppm) 

7,6 (S.1H. CH) 

7.2 (S, 2H, aromatique) 

4-4.4 (Q, 2H, CH 2 du radical ethyle) 

2.3 (S, 3H, CO-CH3) 
1,15 (S, 18H, t-butyle) 

1,15-0,9 (T, 3H, CH 3 du radical ethyle). 

b) 2,6-Dimethyl-4-(4'-hydroxy-3\5^^^ de methyle et 

d'ethyle. 

On dissout 1 g (2,88 millimoles) d'a-acetyl-p-(4-hydroxy-3,5-di-t-butyl phenyl)acrylate d'6thyle et 0,34 g 
(2,95 millimoles) de 3-aminocrotonate de methyle dans 25 ml d'isopropano! sec. On laisse la solution reposer 
pendant 24 heures a 50°C, puis on en chasse le soivant sous vide. On ajoute un supplement de 25 ml d'iso- 
propanol et on laisse la solution reposer a nouveau pendant 24 heures a 50°C. On chasse a nouveau le soivant. 
On cristallise le produit huileux residue! dans I'acetate d'ethyle/ether de petrole (10-90). 
Rendement : 0,38 g (30%) 
P.F. : 102-104°C 
IR (KBr): 

3645 cnr 1 , 3602 cnr 1 , 3357 cnr 1 (bandes -OH et -NH); 

1718 cnr' et 1685 crrr 1 (radicaux C=0); 1654 cnr 1 (C=C) 

RMN (a 3 CD) (8 en ppm) 

7 (S, 2H, aromatique) 

5,9 (S, 1H, NH) 

4,95(S,2H,-OHet4-CH) 

4,35-3,9 (Q, 2H, -CH 2 du radical ethyle) 

3,65 (S, 3H, ester methylique) 

2,35 (S, 6H, 2,6-CH 3 ) 

1,2 (S, 18H, du radical t-butyle) 

1,2-1,1 (T, 3H, -CH 3 du radical ethyle). 

EXEMPLE 2.- 

Preparation du 2,6-dimethyU-(4 , -hydroxy-3 > ,5^i-t-butyi phenyl)- 1 ,4-dihydropyridine-3,5-dicarboxyiate 
d'ethyle et d'isopropyle. 

On dissout 1 ,5 g (4,33 millimoles) d'a -acetyl- p -(4-hydroxy-3,5-di-t-butyIphenyl) acrylate d'ethyle et 0,629 
g (4,39 millimoles) de 3-aminocrotonate d'isopropyle dans 30 ml d'isopropanol sec. On laisse la solution repo- 
ser 48 heures a 50°C, et apres 24 heures au refrigerateur, on separe I'acrylate r6siduel. On evapore la solution 
sous vide et on cristallise I'huile residuelle dans I'ether de petrole. 
Rendement : 0,54 g (27%). 
P.F. = 128 Q -130°C. 
IR (KBr) : 

3600 cnr 1 , 3300 cnr 1 , (bandes - OH et -NH); 1680 cnr 1 (C=0); 
1645 cm- 1 (C=C), 
RMN (CI3CD) (8 en ppm) 
7,1 (S, 2H, aromatique) 
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5,7 (S, 1H. NH) 

4,9-5 (S, 2H, -OH et 4-CH) 

4,5-3,9 (M, 3H, -CH 2 des radicaux ethyle et isopropyle) 
2.35 (S, 6H, 2.6-CH3) 
5 1 ,8-0,9 (M, 27H, des radicaux t-buty!e et methyle). 

EXEMPLE 3. 

Preparation d u 2,6-dimethyi-4^4'-hydroxy-3',5 > -di-t>b utyl phenyl)- 1 ,4-dihydropyridine-3 ,5-dicarboxvlate de 
10 dimethyle ~ ~~ " 

a)g- Acetyl-P-(4-hydroxy-3,5-di-t-butylphenyl)acrylate de methyle. 

On introduit 7,03 g (30 millimoles) de 4-hydroxy-3,5-di-t-butylbenzaIdehyde et 3,48 g (30 mltlimoles) d'ace- 

15 toacetate de methyle dans 15 ml de benzene sec dans un ballon a fond rond raccorde a un separateur de Dean 
& Stark contenant du benzene sec. On chauffe le melange jusqu'a ce que fa temperature atteigne 80°C, puis 
on y ajoute 0,24 ml de piperidine et 0,375 ml d'ackJe acetique glacial. On chauffe la solution resultants au reflux 
pendant 2 heures jusqu'a ce qu'on n'observe plus de degagement d'eau. Apres refroidissement, on dilue le 
melange avec 70 ml d'ether, on separe par filtration I'aldehyde inchang6 et on lave le filtrat avec 2 x 25 mi 

20 d'acide chlorhydrique a 5%, 2 x 25 ml de bicarbonate de sodium a 5% et enfin 25 ml d'eau. On decante la couche 
organique, on la seche sur du sulfate de magnesium anhydre et on I'evapore sous vide. On cristallise I'huile 
resultante dans lather de p6trole et on la recristallise dans Tether diisopropylique. 
Rendement : 6,5 g (65%) 
P.F, = 99-1 01 °C 

25 IR (KBr) : 

3580 crrr 1 (OH); 2950 crrr 1 (C aliphatique); 1720 cnr 1 et 
1660cnri (radicaux OO); 1640 crrr 1 (C=C) 
RMN (CI 3 CD) (S en ppm) 
7,65 et 7,4 (2S, 1H.CH) 

30 7,3 et 7,1 (2S, 2H, aromatique) 

5.5 (S.1H, OH) 

3.85 et 3,8 (2S, 3H, OCH 3 ) 

2.3 (S, 3H, CO-CH3) 
1,3(S,18H,C(CH3)3) 

35 RMN(CI 3 CD + THF) (8 en ppm) 

7.4 (S, 1H, CH) 

7.0 (S, 2H, aromatique) 

3.6 (S, 3H, OCH3) 
2,3 (S, 1H, CO-CH3) 

40 1,2(S,18H,C(CH3)3) 

b) 2,6-Dimethyl-4^(4'-hydroxy-3^5 > -di-t-butylphe^yl)-1,4-dihyd^opy^ de dimethyle. 

On prepare ce compose par reaction de I'a-acetyl- p -(4-hydroxy-3,5-di-t-butylphenyl)acryIate de methyle 
45 et du 3-aminocrotonate de methyle suivant le procede decrit dans I'exemple 1 b. On cristallise le produit dans 
Tether diisopropylique. 
Rendement : 43% 
P.F. = 191-193°C 
IR (KBr) : 

so 3644 cnr 1 (OH); 331 1 et 3241 cm-i (NH); 2951 cm- 1 (aliphatique); 
1 699 cnr 1 (C=0); 1 651 cnr 1 (C=C). 
RMN (CI3CD) (8 en ppm) 

7.1 (S, 2H, aromatique) 
5,5-6 (S,1H, NH) 

55 3,7 (S, 6H, d'esters methyliques) 
2, 35 (S, 6H, 2,6-CHa) 
1,7-1,3 (S, 18H, C(CH 3 ) 3 ) 
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EXEMPLE 4. 

Preparation du 2 t 6-dim6thyl-4^4 > -hydroxy-3' t 5 > -dt-t-butylph6nyl)>1 ,4^ihydropyridine-3,5-dicarboxylate 
d'ethyle et de (2,2-dinTemyM,3-dioxolan-4-yt)methyle. 

5 

a) Acetoacetate de (2 t 2-dim6thy»-1,3-dioxolan-4-yl)mettiyle. 

On chauffe jusqu'a 75-85°C, 13,06g (99 millimoles) de diisopropylidene glycerol et 36mg d'acetate de 
sodium anhydre dans un ballon a fond rond muni d'un agitateur magnetique, d'un condenseur a reflux, d'un 

w thermometre et d'une ampoule d'admission. On ajoute ensuite gputte a goutte 7,67 ml (100 millimoles) de 
cetene dimere en maintenant la temperature entre 75 et 85°C. Au terme de I'addition, on agite le melange pen- 
dant une heure a la meme temp6rature. On isole I'acetoaetate par distillation. 
Rendement : 12,8 g (60%) 
P.Eb = 142-144°C/15 mm Hg 

15 IR (KBr) 

2988 crrr 1 (aliphatique); 1747 crrr 1 et 1722 crrr 1 (C=0) 
RMN (C1 3 CD) (8 en ppm) 
4,7-3,75 (M, 5H, O-CH et O-CHJ 
3,6 (S, 2H, C-CH r C) 
20 2,3 (S, 3H, CH r CO) 
1,4 (D, 6H, CH3-C-CH3) 

b) 3^Aminocrotonate de (2,2-dimethyM,3-dioxolan-4-yl)- methyle. 

25 On dissout 10 g (46 millimoles) d'acetoacetate de(2,2-dimethyi-1,3-dioxoIan-4-yl)-methyle dans 10 ml de 

methanol sec dans un ballon equipe d'un systeme d'admission de gaz. On refroidit la solution dans un bain 
d'eau glacee et on fait barboter un courant d'ammoniac sec dans le melange r6actionnel jusqu'a saturation (3 
heures). On recristallise le solide jaune insoluble dans le n-hexane (solide blanc). 
Rendement : 4g (40%) 

30 P.F. = ramollissement a 78°C, fusion a 86°C 
IR (KBr) : 

3432 cm-i et 3328 crrM (NHJ; 1661 crrr' (C=0); 1616 cm-i (C=C). 
RMN (CI3CD) (6 en ppm) 
4,25 (S, 1H,-C=CH) 
35 4,2-3,3 (M, 5H, O-CH et OCHJ 
2(S,3H, = C-CH 3 ) 
1,3 (D, 6H, CH3-C-CH3) 

c) 2,6-Dimethyl-4-(4 , -hydroxy-3\5 / -di-t-bur^phenyl)-1,4-dihydro pyridine-3,5-dicarboxylate d'ethyle et de 
40 (2,2-dimethyl-1 ,3-dioxolan-4-yl)-methyle. 

On dissout 3,46 g (1 0 millimoles) d , a-acetyl-p-(4-hydroxy-3,5-di-t-butylphenyl)acrylate d'ethyle et 2, 1 5g (1 0 

millimoles) de 3-aminocrotonate de(2,2-dimethyl-1,3-dioxolan-4-yl-methyle dans 50 ml d'isopropanol. On 

laisse la solution reposer pendant 48 heures a 50°C. On chasse le solvant sous vide et on ajoute un supplement 
45 de 50 ml d'isopropanol. Apres 24 heures a 50°C, on refroidit le melange reactionnel au refrigerateur pendant 

24 heures et on filtre I'acrylate residuel. On chasse le solvant et on cristallise I'huile residuelle dans I'acetate 

d'ethyle/ether de petrole (10-90), puis on la lave avec de i'ether diisopropylique chaud. 

Rendement : 2,5 g (46%). 

P.F. = 142-145°C 
so IR (KBr) : 

3600 cm-1 (OH); 3339 crrr 1 (NH); 2962 crrH (aliphatique); 

1690cnr 1 (C=0); 1656 crrr 1 (C=C) 

RMN (CI3CD) (8 en ppm) 

7,05 (S, 2H, aromatique) 
55 5,8 (S, 1H, NH) 

5 et 4.9 (2S, 2H, OH, et 4-CH) 

4,65-3,35 (M, 7H, CH 2 0-et CH-O-) 

2,3-2.4 (2S, 6H, 2.6-CH3) 
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1.3-0,8 (S+T, 21 H, C(CH3) 3 et CH3) 
EXEMPLE 5.- 



Preparation du 2 t 6-dim6thy t-4-(4'-hydroxy-3 > ,5'-dht-butyl- ph6nyl)-1 t 4^ihydropvr idine-3.5-<iicarbQxv1ate 
d'ethyle et de 2,3-dihydroxypropyle. ; 1 

On dissout 0,8 g (1 ,4 mOlimole) du compose de I'exemple 4 dans 1 0 ml d'ethanol a 99% et 2 gouttes d'acide 
chlorhydrique 1 1 ,37N, puis on chauffe le melange au reflux pendant une heure. On chasse !e solvant sous vide 
et on dissout I'huile resultante dans de Tether ethylique, puis on filtre le tout Par evaporation de la solution 
etheree, on obtient un solide jaune. Pour la purification, on elue le solide sur une colonne chromatographique 
de gel de silice, d'abord avec de I'etherdiisopropylique pour eliminer les impuretes, puis avec de I'acetone pour 
eluer la dihydropyridine. 
Rendement : 0,32 g (45%) 
P.F. = decomposition 
IR (KBr); 

3630 cnr 1 et 3337 cnr 1 (OH et NH); 2959 cnr 1 (CH aliphatique); 

1683 cnr 1 (C=0); 1 622 cnr 1 (C=C). 

RMN (a 3 CD) (8 en ppm) 

7,2 (S, 2H, aromatique) 

5,8 (S, 1 H, NH) 

5 et 4,95 (2S, 2H, OH et 4-CH) 

4,6-3 (M, 7H, CH r O- et CH-O-) 

2,3-2,5 (2S. 6H, 2,6-CH 3 ) 

2,1 (S, 2H, 2-OH) 

1,5-0,9 (S+T, 21 H, C(CH 3 ) 3 et CH 3 ) 



EXEMPLE 6.- 



Preparation du chlorhydrate de 2,6-dimefryt-4-(4'-hydroxy-^5'-di^^ 
dicarboxylate d'ethyle et de 2-(N-methyl-N-benzylamino)etriyle. 

a ) 2,6-dimethyl-4-(4 , -hydroxy-3\y-di-t-butylphenyl)-1,4-dihydrop^ d'ethyle et de 2- 
(N-methyl-N-benzylamino)ethyle, (Base). 

On prepare ce compose a partir de 3,46 g (10 miilimoles) d'a-acetyl-^-hydroxy-S^-dk-butylphenyl) 
acrylate d'ethyle et de 2,48 g (1 0 miilimoles) de 3-aminocrotonate de 2(N-methyl-N-ben2ylamino)ethyle suhvant 
le proc6de decrit dans Texemple 4c, pour obtenir une hufle qu'on utilise au stade suivant sans aucune autre 
purification. 
IR (KBr) 

3637 crrr 1 (OH); 3330 cnr 1 (NH); 2955 cnr 1 (CH aliphatique); 

1 693 et 1 622 cnr 1 (CO des radicaux ester) 

RMN (Q 3 CD) (6 en ppm) 

7,3 (S, 5H, aromatique) 

7,0 (S, 2H, aromatique) 

5,65 (S, 1H, NH) 

5,0 (S, 2H, OH et4-CH) 

3,8-4,5 (M, 4H, O-CHJ 

3,55 (S. 2H, N-CHz-CeHs) 

2,5-3 (T, 2H, CH 2 -N) 

2,3 (S, 6H, 2,6-CHa) 

2,25 (S. 3H, CHg-N) 

1,35 (S, 21 H, C(CH 3 )3et CH 3 ) 

b) Chlorhydrate de 2,6-dimethyM-(4'-hydroxy>3',5 > -di-t- butylphenyl) -l^ihydropyridine-S^icarboxylate 
d'ethyle et de 2(N-fnethyl-N-benzylamino)ethyle. 



On dissout dans 50 ml de chloroforme le 2,6-dimemyl^(4'-hydroxy-3\5^^ 
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ridine-3 ( 5HJicarboxylatB d'ethyle et de 2-<N-methyl-N-benzylamino)ethyle sous forme de base huileuse. On 
refroidit la solution au bain d'eau glacee, puis on y ajoute goutte a goutte 0,8 ml d'acide chlorhydrique 1 1.37N 
dans du chloroforme et on agite le melange pendant une heure. On chasse le solvant et on cristallise I'hutle 
residuelle dans I'ether de petrole. Apres filtration, on met le solide en suspension et on I'agite dans de I'acide 
5 chlorhydrique 0,5N, puis on Textrait dans du chloroforme. On lave la solution chloroformique avec de I'eau, on 
la seche sur du sulfate de sodium anhydre et on en chasse le solvant sous vide pour obtenir 2,3 g (37,5% par 
rapport a I'acrylate) d'un solide jaunStre qui se revele avoir une purete de 98% par HPLC et par potentiometrie. 
P.F. = ramollissement a 77°C, fusion a 90°C. 
IR (KBr) : 

10 3600-2300 crrH (plusieurs bandes de OH, de chlorhydrate d'amine. de NH du cycle pyridine); 1694 rt 1683 
cm- 1 (C=0 des radicaux ester) 
RMN (CI3CD) (6 en ppm) 

7.4 (M, 5H, aromatique) 
6,9 (S, 2H, aromatique) 

is 6,1 (S, 1H, NH) 
4,9 (S, 1H, OH) 
4,8 (S.1H, CH) 

4.5 (S, 2H, CH2-CeH 5 ) 

4,4-3 (M, 6H, 0-CH 2 et N-CHj) 
20 2,4 (S, 3H, N- CH 3 ) 
2,3(S,6H,2,6.CH3) 
1-1,6 (S, 21H, C(CH3) 3 et CH 3 ) 

EXEMPLE 7.- 

25 

Preparation du chlorhydrate de 2,6-dimethyl-4-(4'-hydroxy-^5'-di^^ 

dicarboxyiate d'ethyle et de 2-(methylamino)ethyle. 

On introduit 3,5 g (5,7 mfllimoles) de chlorhydrate de 2,6-dimethyl-4-(4'-hydroxy-3',5 , -di-t-butylphenyl)-1 ,4- 
30 dihydropyridine -3,5-dicarboxylate d'ethyle et de 2-(N-methyl-N-benzylamino)ethyle et 1g de charbon palladie 
a 10% dans 110 ml de methanol, dans un ballon de 250 ml equipe pour I'hydrogenation catalytique. On main- 
tientle melange reactionnel sous atmosphere d'hydrogene a la pression de 7.10 4 Pa pendant une heure sous 
agitation. Ensuite, on filtre le m6lange sur papier filtre Whatman 40 pour separer le catalyseur et on 6vapore 
le solvant sous vide pour obtenir un solide huileux jaune qu'on triture dans de Tether isopropylique et qu'on 
35 recueille par filtration. En vue de la purification, on chromatographic le produit sur du gel de silice. La premiere 
elution avec de Tether isopropylique elimine les impuretes Ensuite, Pelution au moyen de chloroforme/acetone 
(5:1 ) donne 2,5 g (83%) de produit pur. 
P.F. = ramollissement a 55°C, fusion a 66°C 
IR (KBr): 

40 3600-2300 crrH (plusieurs bandes de OH, de chlorhydrate d'amine, de NH du cycle pyridine); 1694 et 1679 

crrr 1 (C=0 des radicaux ester). 

RMN (CI3CD) (8 en ppm) 

6,9 (S, 2H, aromatique) 

6,3-6,9 (M, 2H, +NHJ 
45 6,2(S,1H,NH) 

4,&^,6(S, 1H,OH) 

4,8 (S, 1H.4-CH) 

3,6-4,5 (M, 4H, 2 CH 2 0) 

2,8-3,2 (M, 2H, CH r N) 
so 2.15-2,5 (D, 6H. 2,6-CH 3 ) 

2.1 (S, 3H. N-CHa) 

0,8-1,5 (M, 21 H, CH 3f et C(CH^ 3 ) 

Par addition d'eau deuten*6e a Techantiilon pour RMN, les signaux suivants disparaissent : 6,3-6,9 ppm, 

6.2 ppm et 4,8-4,6 ppm. Les signaux qui correspondent aux protons de OH et NH apparaissent avec le signal 
. 55 deD 2 Oa2,15ppm. 
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EXEMPLE 8.- 



Pr6paration du 2 t 6-dim6thyM^4 , -hydfDxy-3 l t 5'-dl-t>butylph6ny!)-1 ,4-dihydropyridine-3,5-dtorboxylate 
d'ethyfe et de benzyle. 

5 

On prepare ce compose par reaction de 3.46 g (10 millimoles) d , a-ac6tyl-p-(4-hydroxy-3 f 5-di-t-butyIphe- 
ny1)acry!ate d'ethyie et de 1 ,91 g (1 0 mill imoles) de 3-aminocrotonate de benzyle suivant le proc6d6 d6crit dans 
i'exemple 4c. On dissout le produit huileux brut dans de rether isopropylique et on s£pare I'acrylate inchange 
parfiltratioh. Apres elimination du solvant, on eiue le produit huileux brut sur une colonne chromatographique 
10 de gel de silice avec un melange d'ether de petrole et d'ether isopropylique. 
Rendement : 3,4 g (65%) 
P.F.= ramollissement a 55°C, fusion a 65°C 
IR (KBr) : 

3638 cnr 1 (OH); 3337 cnr 1 (NH); 3089 cnr 1 (CH aromatique); 
15 2957 cnr 1 (CH aliphatique); 1683 et 1651 cnr 1 (C=0 des radicaux ester). 

RMN (Q 3 CD) (8 en ppm) 

7, 25 (S, 5H, aromatique) 

7,05 (S, 2H, aromatique) 

5,8(S,1H,NH) 
20 5,15 (S, 2H, CH 2 du radical benzyle) 

5,05 (S, 1H, OH) 

5(S, 1H.4-CH) 

3,9-4,4 (M, 2H, CH 2 de Taster ethylique) 
2,35 (D, 6H, 2,6-CH 3 ) 
25 1-1,6 (M. 21 H,C(CH3)3etCH3) 

EXEMPLE 9.- 

Pr6paration de la 2,6^im6thyl-4-(4'-hydroxy-3\5'-di-t-butylph 
30 dine. 



On introduit 2,59 g (5 millimoles) de 2,6-dim6thyl-4-(4'-hydroxy-3',5'-dk-butylphenyl)-1 ,4-dihydropyridine- 
3,5-dicarboxylate d'ethyle et de benzyle en solution dans 60 mi de methanol sec et 0,284 g de charbon pailadie 
a 10% dans un ballon de 250 ml equipe pour I'hydrog 6 nation catalytique, On agite le melange reactionnel sous 

35 atmosphere d'hydrogene a la pression de 21. 10 4 Pa pendant 4 heures. Ensuite, on filtre le melange sur du 
papier filtre Whatman 40 pour s6parer le catalyseur et on chasse le solvant sous vide pour obtenir un r£sidu 
jaunatre qu'on lave a rether isopropylique et ensuite a rether ethylique. 
Rendement : 1 g (46%) d'un solide blanc 
P.F. = 170-171 ,5°C 

40 IR (KBr) : 

3631 - 2500 cnr 1 (plusieurs bandes de OH, de NH du cycle pyridine et d'acide carboxylique); 1683 cnr 1 (C=0 

d'ester); 1652 cnr 1 (f>0 d'acide carboxylique). 

RMN ((CDafcSO) (6 en ppm) 

8,7(S,1H, OH) 
45 7 (S, 2H, aromatique) 

6,6 (S, 1H, NH) 

4,8 (S, 1H, CH) 

4,3-3,8 (M, 2H, CH3) 

2,3 (S, 6H, 2,6-CH 3 ) 
50 1 ,6-0,8 (M, 21 H. C(CH3) 3 et CH 3 ) 

En plus des bandes mentionnees ci-dessus, le spectre RMN comprend les bandes suivantes : 3,1-3,6 ppm 

et 0,9-1 ,2 ppm de rether ethylique residuel. 

Lorsqu'on ajoute de I'eau deuteriee e rechantillon pour RMN, les signaux de OH et NH disparaissent et 

sont remplac6s par les signaux de D 2 0 a 4 ppm. 
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EXEMPLE 10.- 



Preparation du a^imfethyl^'-hydroxy-a'.S'-dht-butylphfenylH ,4-dihydropyridine-3,5- dicarfaoxylate 
d'ethyle et d'isobutyle. 

5 

On dissout 1,74 g (5 millimoles) d'a-ac6tyl-p^4-hydroxy-3,5-dit-butylph6nyl)acfy!ate d'ethyle et 0,78 g (5 
millimoles) de 3-aminocrotonate d'isobutyle dans 1 0 ml d'isopropanoJ. On maintient le melange pendant 4 jours 
a 50°C a retuve et on chasse ensufte le solvant sous vide. On additionne I'huile residuelle d'ether isopropylique 
et on la refroldit au refrigerateur pendant 24 heures. Ensuite, on separe I'acrylate inchang6 par filtration. On 

10 concentre la solution sous vide et on elue la dihydropyridine brute sur une colonne chromatographique de gel 
de silice avec de Tether de petrole pour separer les impuretes, puis avec de Tether de p6trole/6ther isopropy- 
lique pour eluer le produiL On obtient ce!ui-ci sous la forme d'une huile limpide qu'on laisse reposer pendant 
48 heures pour la cristallisation. Apres agitation avec de Tether de petrole, on filtre le solide blanc. 
Rendement : 0,75 g (31 %) 

15 P.F. = 107,5VI08,5 o C 
IR (KBr) : 

3607 crrr 1 (OH); 3307 crrr 7 (NH); 2959 crrr 1 (aliphatique); 1695 et 1684 crrr 1 (C=0 de radicaux ester); 1652 
cirri ( C =C). 

RMN (CI 3 CD) (8 en ppm) 
20 7 (S, 2H, aromatique) 

5,8 (S, 1H, NH) 

5(M,2H, OHet4-CH) 

4,3-3,6 (D, 4H, CH r O) 

2,6-2,3 (D, 6H, 2,6-CH 3 ) 
25 1 ,7-1,1 (M, 21 H, C(CH 3 ) 3 et CH 3 ) 

0,7-1,1 (D,6H,(CH 3 )2-C) 

EXEMPLE 11.- 

30 Preparation du 2,6-dimefoyl^(4 f -hydroxy-3\5'-di^ de dii- 

sobutyle. 

a) a-Ac^tyl-PK4-hydroxy-3,5-di-t-butylphenyl)acrylate d'isobutyle. 

35 On met 1 1 ,7 g (50 millimoles) de 4-hydroxy-3,5-d i-t-butylbenzaldehyde et 8,3 g (52,5 millimoles) d'acetoa- 

cetate d'isobutyle en suspension dans 25ml de benzene sec dans un ballon a fond rond raccorde a un sepa- 
rateur de Dean & Stark contenant du benzene sec. On chauffe le melange jusqu'a ce que la temperature 
atteigne 80°C, puis on y ajoute 1 ml de piperidine et 1 ,1 ml d'acide acetique glacial. On chauffe la solution resul- 
tante au reflux jusqu'a ce qu'on n'observe plus de degagement d'eau. Apres refroidissement, on dilue le 

40 m6lange avec 50ml d'ether et on le lave avec 2x25ml d'acide chlorhydrique a 5%, 2x25ml de bicarbonate de 
sodium a 5% et enfin 1x25 ml d'eau. On d6cante la couche organique, on la seche sur du sulfate de sodium 
anhydre et on I'evapore sous vfde. On cristallise I'huile resultante dans le n-hexane. 
Rendement : 1 1 ,5 g (61 %) 
P.F. = 83-84°C 

45 IR (KBr) : 

3584 cm-i (OH); 2959 arM et 2873 crrr 1 (aJiphatique); 1728 et 1688 crrr 1 (C=0); 1660 crrr 1 (C=C) 
RMN (CI 3 CD) (8 en ppm) 
7,7et7,6(2S, 1H,CH) 
7,35 et 7.4 (2S, 2H, aromatique) 
50 5,3-6 (M. .1H, OH) 

4.2- 4 (2D, 2H,-0-CH2) 
2.45 (S, 3H, CO-CHg) 

2.3- 1,8 (M, 1H, CH du radical isobutyie) 
1,5(8,18^0(^3)3) 

55 1,1-0,8 (2D, 6H, CH 3 du radical isobutyle) 
RMN (CI 3 CD + TFA) (8 en ppm) 
7,8 (S, 1H, CH) 
7,3 (S, 2H, aromatique) 
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3,8-4,1 (D.2H.CH2) 

2,6 (S. 3H, CO-CH 3 ) 

2,3-1,8 (M, 1H f CH du radical isobutyle) 

1,5 (S. 18H,C(CH3)3) 

1.1- 0,8 (D, 6H, CH 3 du radical isobutyle). 

b) Preparation du 2,6-dimethyl^4Miydroxy-3\5'-di-t-bu^ de 
diisobutyle. 

On prepare ce compose par reaction de 7,48 g (20 millimoles) d , a-acetyl-p^4-hydroxy-3,5-di-t-butylphe- 
nyl)acrylate d'isobutyte et de 3.14 g (20 millimoles) de 3-aminocrotonate d'isobutyle suivant le procede decrit 
dans I'exemple 10 pour obtenir une huile qu'on cristalise dans fe rv-hexane et Tether isopropylique. 
Rendement : 3,16 g (31%), solide Wane 
P.F. = 173-174°C 
IR (KBr) : 

3590 cm-i (OH); 3368 enr^ (NH); 2965 cm-i (aliphatique); 

1679 enr 1 (C=0) 

RMN (Q 3 CD) (8 en ppm) 

7,1 (S, 2H, aromatique) 

5,9 (S, 1H, NH) 

5(S, 1H, OH) 

4,95 (S, 1H, 4-CH) 

4-3,8 (D, 4H, -OCHJ 

2.3 (S, 6H, 2,6-CH 3 ) 

2.2- 1,7 (M, 2H, CH du radical isobutyle) 

1.4 (S, 18H,C(CH3)3). 

Les exemples suivants illustrent comment les composes de I'invention peuvent etre incorpores a des 
compositions pharmaceutiques. 

EXEMPLE 12.- 

Comprimes 

Chaque comprim§ contient : 



Substance active 

Ami don de maTs 

Lactose 

Gelatine 

Talc 

St§arate de magnesium 



50 a 500,0 mg 
25,0 mg 
90,0 mg 

1 ,5 mg 
12,5 mg 

1 »5 mg 
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EXEMPLE 13.- 
Capsules molles. 

Chaque capsule contient : 

Substance active 50 a 500,0 mg 

Glycerine 150,0 mg 

Polyoxyethyleneglycol 400 50,0 mg 

Eau distillee 150,0 mg 

Saccharine 2,0 mg 

EXEMPLE 14.- 
Solution. 



Substance active 15 5,0 g 

Alcool a 96° 20,0 ml 

Glycerol 10,0 ml 

Propyleneglycol 2,0 ml 

Parfum 0,5 ml 

Eau distillee q.s. 100,0 ml 



EXEMPLE 15.- 



Creme. 



Substance active 1 § 5,0 g 

Alcool cetylique 2,0 g 

Monostearate de glycerol 8,0 g 

Spermaceti 5,0 g 

Tween 60 3,0 g 

Palmitate d'isopropyle 2,0 g 

Methyl parabene 0,2 g 



Propyl parabene 0,02 g 

Eau distillee q.s, 100, 0 g 

Pharmacologic 

Les composes de ia pr6sente invention ont fait I'objet d'un essai de contrdie de leur aptitude a capter les 
radicaux libres engendres par la membrane hepatique du rat stimulee par du Fe++/acide ascorbique (systeme 
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connu pour induire une formation de radicaux libres). Les composes les plus actife ont fait ensuite Pobjet 
d'essais de controle de leur aptitude a inhiber la formation des radicaux libres par ies neutrophiles humains 
stimutes par la N-fbimyl-L-methionyl-L-leucyl-L-phenyialanine et a proteger le tissu hepatique, entretenu en 
culture, contre les lesions par ischemie/reperfusion. 

5 

1. - Activrte de captage des radicaux libres dans la membrane hepatique du rat 

On a prepare des homogenats de fbie de rat (1/10 p/v) dans du Ringer-Tris (50mM)-saccharose (0,32 mM) 
de pH 7,4, apres sacrifice de rats Wistar au moyen de C0 2 . On a decoupe les foies en petits morceaux (1 a 2 

10 mm) et on les a homogeneises a 0°C dans un homogeneisateur Polytron. On a centrifuge les homogenats a 
1000 x g pendant 10 minutes a 4°C et rejete le culot. On a centrifuge le surnageant a 10 000 x g pendant 20 
minutes et recueilli le culot, puis on I'a remis en suspension, dans le rapport 1/1 0, dans du Ringer-Tris (50 mM). 
On a utilise des echantillons de la preparation immediatement et on en a conserve a -20°C. On a induit la 
peroxydation des iipides dans des tubes contenant des membranes hepatiques de rat en suspension dans 1 ,7 

15 ml de Ringer-Tris (20mM) (1/4 v/v) et 100 uJ de differentes concentrations des composes de I'invention ou d'a- 
tocopherol, de dipyridamol ou d'hydroxytoluene butyle, par addition de 100 uJ de sulfate fenreux (100 M) et 
d'acide ascorbique (100 M). Apres 45 minutes a 37°C, on a ajoute 1 ml d'une solution contenant 0,5% d'acide 
thiobarbiturique (ATB) dans de Pacide trichloroacetique (ATC) a 20% dans chaque tube et apres 15 minutes 
d'incu bation a 95°C, on a determine par spectrophotometrie les substances reagissant avec T ATB. On a realise 

20 pour toutes ies experiences des temoins appropries exempts du medicament 

2. - Dosage des radicaux libres dans les polymorphonucleaires. > 

On a isole des neutrophiles humains chez des donneurs volontaires bien portants par centrifugation sur 
25 gradient dans du Ficol Hypaque (Pharmacia). On a melange 100 uJ de suspension de cellules (nombre final 
500 000 cellules) avec 700 uJ de solution physiologique tamponnee au phosphate et 50 uJ des composes expe- 
rimentaux en solution dans du DMSO. On a utilise comme temoin positif 25 uJ d'une solution a 1 mg par ml de 
superoxyde dismutase dans du DMSO (a savoir 25 ug de SOD). On a preincube les tubes a 37°C pendant 10 
minutes sous agitation lente. 

30 On a stimule les neutrophiles par addition de 100 ul de cytochrome C type VI (1 mM) (Sigma) dans de la 

solution physiologique tamponnee au phosphate, de 50 uJ de N-formyl-L-methionyl-L-leucyl-L-phenytalanine 
(FMPLA) (10 jiM) (Sigma F 3506) et par incubation pendant 5 minutes a 37°C. Apres refroidissement a 0°C 
pour arreter la reaction, on a centrifuge les tubes a 8000 xg et on a determine par spectrophotometrie a 550 
nm le cytochrome C reduit, en utilisant des tubes contenant du SOD comme temoins. 

35 

3. - Ischemie/reperfusion dans une culture d'organe a court terme. 

Pour ces etudes, on a preleve des echantillons de tissu dans des groupes de 10 rats Wistar males anes- 
thesies au pentobarbital sodique (60 mg par kg, Lp.). On a isole les foies et on les a divises en cinq echantillons 
40 d'environ 0,4 g qu'on a peses et transferes dans des fioles d'Erienmeyer de 50 ml bouchees contenant de la 
solution de Tris-Ringer saturee d'argon (anoxique). 

Ischemie 

45 On a purge a Targon les fioles d'Erienmeyer de 50 ml contenant les echantillons du tissu et 3,9 ml de tampon 
de Tris-Ringer traite a r argon, on les a re bouchees et on les a conservees au bain-marie a 37°C sans agitation 
pendant 50 minutes pour provoquer Hschemie. La subdivision du tissu et Tagitation ont ete evitees a ce stade 
pour reduire au minimum la diffusion des metabolites depuis le tissu jusque dans le milieu, qui n'aurait pu se 
faire au cours d'une ischemie in vivo. 

so 

Division du tissu et addition du medicament 

Apres 50 minutes d 'ischemie, on a divise les tissu s avec des ciseaux d'ophtalmologie en fragments d'envi- 
ron 1 mm de cdte. Du fait que Pargon est plus dense que I'air, son deplacement hors de la fiole et son rempla- 
55 cement par I'oxygene sont restes minimaux pendant le decoupage et I'addition ulterieure du medicament 
Ensuite, on a ajoute 0,1 ml de tampon de Tris-Ringer contenant Tun des composes a evaluer ou de Thydroxy- 
toluene butyle (HTB), pour arriver a la concentration finale souhaitee; on a selectionne Thydroxytoluene butyle 
du fait que c'est un antioxydant classique qui gene la propagation en chatne des radicaux. On a precede a ces 
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additions avec rapidite pour eviter d'introduire de I'oxygene. On a rebouche les fioles et on les a secouees 
moderement pour melanger le tissu avec le medicament, puis on les a remises au bain-marie pendant 10 minu- 
tes pour la mise a I'equflibre avant la reoxygenation. 

5 Reoxygenation. 

Apres 60 minutes d'anoxie ischemique, on a reoxygene les fioles par barbotage vif d'oxygene gazeux a 
100% dans les echantfllons pendant 1 minute et par purge de la phase gazeuse avec de I'oxygene (de I'argon 
remplacant I'oxygene a ce stade dans les experiences temoins d'ischemie sans reoxygenation). Ensuite, on 
10 a bouche toutes les fioles et on les a remises au bain-marie sous agitation pour 60 minutes de reoxygenation 
a 37°C. Ce precede est decrit comme une culture de lame lies "en flottement libre D (Dickson et Suzangar 1976 
Human Tumors in Short Term Culture. Ed., PP. Dendy, Londres : Academic Press) du fait que les fragments 
de tissu se trouvent en suspension sans support dans le milieu. 

La surface du milieu est d'environ 12 cm 2 et sa profondeur est d'environ 3 mm seulement pour amener au 
15 minimum la mise a I'equilibre du milieu avec la phase gazeuse supen'eure. 

Reaction a I'acide thiobarbiturique pourle dosage du malonaldehyde. 

On a dose le malonaldehyde par le proced6 spectrophotometrique de Buege et Aust (1979) ("Microsomal 
20 lipid Peroxidation 0 , Methods in Enzymology, 52, 302-31 0). On a homogen6ise les contenus des fioles, compre- 
nant le tissu et le tampon, dans un homogeneisateur en T6flon/verre. On a combine Thomogenat total avec 
4,0 ml d' ATC-ATB dans un tube a essai et on I'a melange soigneusement On a couvert chaque tube d'une 
bille de verre et on i'a chauffe pendant 1 5 minutes au bain-marie a 90-95°C. Apres refroidissement, on a separe 
le precipite floculant par 5 minutes de centrifugation a 1500xg. On a determine I'absorbance du sumageant 
25 par spectrophotometrie a 530 nm par comparaison avec un t6moin contenant 4 ml du reactif ATC/ATB, 3,9 ml 
de tampon et 0,1 ml du medicament correspondant en solution tampon. On a etabli les courbes d'etalonnage 
avec du malonaldehyde bis-dimelhylacetal (MDA). Par analyse de regression, on a calcule les CI50 c'est-a-dire 
les concentrations du medicament inhibant de 50% fa production du malonaldehyde. 

30 Resultats. 

1. Activite de captage des radicaux libres dans les membranes hepatiques de rat 
On a observe les CI50 ci-apres : 
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Composes 
Exemple 
Exemple 
Exemple 
Exemple 
Exemple 
Exemple 
Exemple 
Exemple 



ci 50 JtiM! 



40 



1 
2 



0,78 

0,29 

1,25 

1,25 

50,00 

20,00 

2,50 

1,00 



3 



4 



5 



45 



6 



7 



8 



50 



Exemple 9 
Exemple 10 
Exemple 11 
Dipyridamol 



2,50 
0,37 
1,00 
3,50 
15,00 
1,50 
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^-Tocopherol 



HTB 
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A partir de ces donnees, on a selectionne les composes des examples 1,2 et 10 pour des essais supple- 
men ta ires. 

2. Effete sur la stimulation des neutrophiles. 

La SOD a la concentration utilisee pour ('experience inhibe totalement la production de radicaux libres dans 
les neutrophiles humains stimules par la FMLPA L'activite des composes selectionnes conformes a invention 
est : 



Composes CI 5 Q (uM) 



Exemple 


1 


10,86 


Exemple 


2 


10,19 


Exemple 


10 


10,48 


HTB 




20,0 



3. Effete sur la production des radicaux libres dans I'ischemie reperfusion. 

^inhibition de la production du MDA, par des composes selon I'invention, depend de la dose. 

Composes 
Exemple 1 
Exemple 2 
Exemple 10 
HTB 



Revendications 

1.- Derives de 2 f 6^imemyl^^4'-hydroxy-3\5'^l-t-butylphenyl)-1 t 4-dihydropyridine de formule (I) : 




ou: 

- Ri est un radical (VCg-alcoyle lineaire, ramifie ou cydique, non substitue ou substitue tel que methyle, 
ethyle, propyle, isopropyle, cyclopropyle, butyle, isobutyle ou methoxyethyle; 

- R 2 est un atome d'hydrogene ou un radical C r Cs- alcoyle lineaire ou ramifie, tel que methyle, ethyle, 
propyle, isopropyle, butyle, isobutyle, non substitue ou substitue par un ou plusieurs radicaux hydroxyle. 



CI50JM 

0,17 
0,2 
0,2 
1,75 
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ph6nyle, amino, amino substitue ou dioxolanyle, leurs isomeres et leurs sels d'addition avec des acides 
mineraux ou organiques pharmaceutiquement acceptables. 

2. - Suivant la revendication 1 , le 2,6-dimethyl-4-{4'-hydroxy-3' t 5'di-t-butylphenyl)-1 ,4-dihydropyridine- 3,5- 
dicarboxylate de methyle et d'ethyle. 

3. - Suivant la revendication 1, le 2,6-dimeihyl-4-(4'hydroxy-3\5'di4-butylph6^ 
dicarboxylate d'ethyle et d'isopropyle. 

4. - Suivant la revendication 1 , le 2.6-dim6myM-(4'-hydroxy-3\5'di4-buty^^ 
dicarboxylate de dimethyle 

5. - Suivant la revendication 1 , le 2,6-dimethyl-4-(4'-hydroxy-3' l 5'-di-t-butylph6nyl)-1 ,4-dihydropyridine-3,5- 
dicarboxytate d'ethyle et de (2,2-dimethyl-1 ,3-dioxoIan-4-yl)-methyle. 

6. - Suivant la revendication 1, le 2,6^ime^yl-4-<4'-hydroxy-3\5'^it-brt 
dicarboxylate d'ethyle et de 2,3-dihydroxypropyle. 

7. - Suivant la revendication 1 , le chlorhydrate de 2 f 6-dimethyl-4-(4'hydroxy-3' f 5'-di-t-butylphenyl)-1 ,4-dihy- 
dropyridine-3 ( 5-dicarboxylate d'ethyle et de 2-(N-methyl-N-benzylamino)ethyie. 

8. - Suivant la revendication 1, le chlorhydrate de 2,6-dimethyI-4-(4'-hydroxy-3',5'-di-t-butyi phenyl)- 1,4- 
dihydropyridine-3,5-dicarboxyiate d'ethyle et de 2-(methylamino)ethyle. 

9. - Suivant la revendication 1 , le 2,6-dimethyl-4-(4'-hydroxy-3' l 5'-di-t-butylphenyl)-1 ,4-dihydropyridine-3,5- 
dicarboxylate d'ethyle et de benzyle. 

10. - Suivant la revendication 1, la 2,6-dimethyl-4-(4'-hydroxy-3\5 , -di-t-buty^ 
boxy-1 ,4-dihydropyridine. 

11. - Suivant la revendication 1, le 2,6-dimethyl-4-(4'-hy droxy-3'-5'-di-t-butyl phenyl)- 1,4-dihydropyridine- 
3,5-dicarboxylate d'ethyle et d'isobutyie. 

12. - Suivant la revendication 1, le 2,6-dimethyl-4-(4'-hydroxy-3',5'-di-t-butylphenyl)-1,4-dihydropyridine- 
3,5-dicarboxylate de diisobutyle. 

13. - Precede de preparation des composes de formule I suivant la revendication 1 , qui com pre nd la reaction 
du 3,5-di-t-butyM-hydroxybenzaldehyde avec un ester d'acide acetoacetique de formule(ll): 

HsC-COCrVCOOR, (II) 
ou R 1 est tel que defini dans la revendication 1, 

puis la reaction de Tester d'acide a-acetyl-p-(3,5-di-t-butyl--4-hydroxy)phenylacrylique resultant de fonmule(l II): 



OH 




(HI) 



HOC-C00R 
I 

C0CH 3 



avec un ester d'acide 3-aminocrotonique de formule(IV): 

CH 3 

H 2 N-C=CH-C00R 2 (IV) 

ou R 2 est tel que defini dans la revendication 1. 

14. - Compose suivant les revendications 1 a 12, utilise comme capteur de radicaux libres. 

15. - Compose suivant les revendications 1 a 12, utilise comme medicament pour le traitement des affec- 
tions post-ischemiques ou des alterations en relation avec fa peroxydation des tipides ou des lesions induites 
par les radicaux libres. 

16. - Composition pharmaceutique ou cosmetique comprenant un compose suivant les revendications 1 a 
12 comme constituant actif conjointement avec un excipient phanmaceutiquement ou cosmetiquement accep- 
table. 
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